ORGANISATION MONDIAL E DE LA PROPRJETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 



PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 5 : 
A61K 7/48, 7/06, 35/78 



A2 



(11) Numero de publication Internationale: WO 94/13260 
(43) Date de publicati n Internationale: 23 juin 1994 (23.06.94) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR93/01225 

(22) Date de depot international: 10 decembre 1993 (10.12.93) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

92/14968 1 1 decembre 1992 (1 1.12.92) FR 

93/09492 2 aout 1993 (02.08.93) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disigne's sauf US)i LMVH 

RECHERCHE [FR/FR]; 48-50, rue de Seine, BP. 79, F- 
92703 Colombes Cedex (FR). t 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement)x BONTE, Frederic 
[FR/FR]; 5, place Charras, F-92400 Courbevoie (FR). 
MEYBECK, Alain [FR/FR]; Les Poissons, 20 ter, rue 
de Bezons, F-92400 Courbevoie (FR). DUMAS, Marc 
[FR/FR]; 54, rue de l'lndustrie, F-92700 Colombes (FR). 

(74) Mandataires: PORTAL, Gerard etc.; Cabinet Beau de 
Lomenie, 158, rue de TUniversite, F-75007 Paris (FR). 



(81) Etats designes: JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, DE, 
DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Publiee 



Sans rapport de recherche Internationale, sera republiie d£s 
reception de ce rapport. 



(54) Title: USE OF A SIMAROUBA EXTRACT TO REDUCE PATCHY SKIN PIGMENTATION 

(54) Trtre: UTILISATION DUN EXTRATT DE SIMAROUBA POUR L ' ATTENUATION DES TACHES PIGMENT AIRES DE LA 
PEAU 

(57) Abstract 

A simarouba extract is used to produce a cosmetic or pharmaceutical, and particularly dermatological, composition or a skin cell 
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(57) Abrege 

L' invention conceme 1* utilisation d*un extrait de Simarouba: Selon 1* invention, on utilise un extrait de Simarouba pour la fabrication 
d'une composition cosmetique ou phannaceutique, Detainment dermatologique, ou pour la preparation d'un milieu de culture de cellules 
de peau. L* invention couvre aussi les compositions obtenues. L' extrait de Simarouba presents une activite depigmentante significative, et 
permet de renforcer la fonction protectrice de la peau, en particulier la fonction de barriere hydrique, et presents egalement une activite de 
differenciation des keratinocytes significative. 
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UTILISATION D'UN EXTRAIT DE SIMAROUBA POUR L- ATTENUATION DES 
TACHES PIGMENTAIRES DE LA PEAU. 



5 La presente invention concernc esscnticllemcnt l'utilisation d'un extrait 

de Simarouba pour la fabrication d'une composition cosmetique ou pharmaceu- 
tique, notamment dermatologique, presentant notamment une activite depigmen- 
tantc et une activite favorisant la differenciation des keratinocytes, et destinee en 
particulier a l'attenuation des taches pigmentaires cutanees, notamment des taches 

10 de senescence, au traitement du vitiligo, au renforcement de la fonction protectrice 
de la peau, ou a Amelioration de l'aspect de la chevelure ; ou pour la preparation 
d'un milieu du culture de cellules de peau, et composition ainsi obtenue. 

Plus particulierement I'invention est relative a l'utilisation d'un extrait 
de Simarouba pour la fabrication d'une composition cosmetique ou pharmaceu- 

15 tique, notamment dermatologique, presentant notamment une activite depigmen- 
tante ainsi qu'une activite favorisant la differenciation des keratinocytes, et 
destinee en particulier a traiter les taches pigmentaires cutanees, notamment des 
taches de senescence, a traiter le vitiligo, les desordres cutanes s'accompagnant de 
dereglements de la differenciation des keratinocytes, tels que le psoriasis, a res- 

20 taurer, a preserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau, notamment la 
fonction de barriere hydrique, ainsi que la cohesion des cellules de I'epiderme ou 
encore ameliorer la qualite des cheveux ; ou pour la preparation d'un milieu de 
culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture en masse de cellules de 
peau, en particulier de keratinocytes. 

25 La plante Simarouba est une plante de la famille des Simaroubacees. 

Parmi les plantes Simarouba, on peut citer Simarouba amara Aubl., Simarouba 
glauca, Simarouba versicolor et Simarouba excelsa. Ces plantes sorit connues poiir 
avoir des proprietes similaires (voir le livre de Mrs M. GRIEVE ayant pour titre 
"Modern Herbal" edite par Mrs C F. LEYEL aux Editions PENGUIN BOOKS, 

30 pages 741-742). Simarouba amara Aubl., en particulier, est un arbre assez repandu 
en Guyane, dont 1'ecorce est utilisee par les indigenes comme remede pour traiter 
la dysenterie, ameliorer la tonicite de l'intestin, promouvoir les secretions de 
Tintestin et predisposer le patient a dormir. 

D'autre part, Tabrege Chemical Abstracts 110 (02) 013 432 decrit 

35 l'utilisation d'extrait de tige de Simarouba amara pour la mise en evidence in vitro 
d'une activite antiamibienne. De meme, la revue Chemical Abstracts, resume 



WO 94/13260 



PCT/FR93/01225 



109 (101) 000285 decrit un extrait de fruit de Simarouba amara pour la preparation 
d'un medicament anti-paludeen. 

Or, les inventeurs de la presente invention ont pu observer que les 
extraits de Simarouba sont particulierement actifs au niveau des melanocytes en ce 
5 qui concerne l'inhibition de la melanogenese, cette activite ayant pu etre mise en 
evidence par des essais in vitro sur des cultures de melanocytes, qui seront decrits 
plus loin. De plus, on a pu observer que les extraits de Simarouba sont egalement 
particulierement actifs pour favoriser la differenciation des keratinocytes et 
peuvent etre ainsi utilises pour traiter les desordres cutanes s'accompagnant de 

10 dereglement de la differenciation des keratinocytes. Cette differenciation se traduit 
en particulier, au niveau de I'epiderme, par une plus grande cohesion cellulaire, par 
une regulation de la transformation des keratinocytes en corneocytes par perte du 
noyau et augmentation de la corneification cellulaire, par une augmentation du 
nombre de couches de corneocytes formant la couche comee, l'ensemble de ces 

15 phenomenes contribuant au renforcement de la fonction protectrice de la peau vis- 
a-vis du milieu exterieur et au renforcement de la barriere hydrique empechant la 
perte excessive d'eau par Tepiderme ; et, au niveau du follicule pileux, une regula- 
tion des processus de synthese des keratines par les keratinocytes, ces proteines 
etant le constituant principal de la tige pilaire du cheveu et dont la qualite est 

20 essentielle pour un cheveu en bon etat. En outre, les inventeurs ont pu observer que 
ces extraits permettaient de favoriser, d'accelerer et d'ameliorer la differenciation 
des cellules de peau, en particulier des keratinocytes, lors de leur culture dans un 
milieu de culture. 

Ainsi, la presente invention a pour but de resoudre le nouveau 
25 probleme technique consistant en la fourniture d'une nouvelle formulation de 
compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques ayant 
une bonne efficacite de depigmentation, en rendant ainsi possible son utilisation 
pour realiser Tattenuation des taches pigmentaires cutanees, en particulier des 
taches de senescence, ainsi que, dans le traitement du vitiligo, 1'attenuation du 
30 contraste entre les zones atteintes par le vitiligo et leur entourage. On notera, a ce 
propos, que les taches de senescence resultent de phenomenes complexes, compre- 
nant generalement une hypercoloration locale liee a une hyperpigmentation et 
accompagnee parfois d'une hyperkeratose localisee. 

La presente invention a encore pour but principal de resoudre le pro- 
35 bleme technique consistant en la fourniture d'une nouvelle formulation de compo- 
sition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, ayant une acti- 



WO 94/13260 



PCT/FR93/01225 



vite favorisant la differentiation des keratinocytes et destinee en particulier a traiter 
les desordres cutanes s'accompagnant de dereglement de la differenciation des 
keratinocytes, tels que le psoriasis, a restaurer, preserver et/ou renforcer la fonction 
protectrice de la peau, notamment la fonction de barriere hydrique, conduisant 
5 ainsi a un effet hydratant, en particulier en empechant la perte excessive d'eau par 
1'epiderme, dont une application avantageuse est le traitement des peaux ichtyo- 
siques ainsi que le traitement des peaux psoriasiques, et a ameliorer la qualite des 
cheveux, embellissant ainsi Taspect de la chevelure. 

La presente invention a encore pour but principal de resoudre le 

10 nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une solution permettant 
de favoriser, d'accelerer et d'ameliorer la differenciation de cellules de peau, 
notamment de keratinocytes, en culture. 

La presente invention resout pour la premiere fois ces problemes 
techniques de maniere satisfaisante et utilisable a I'echelle industrielle pour la 

15 preparation de compositions cosmetiques ou dermatologiques, ou pour la prepa- 
ration de milieux de culture notamment en masse de cellules de peau. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention concerne Tutilisa- 
tion d'un extrait de Simarouba pour la fabrication d'une composition cosmetique 
ou pharmaceutique, notamment dermatologique, presentant notamment une 

20 activite depigmentante, ainsi qu'une activite favorisant la differenciation des kera- 
tinocytes, et destinee en particulier a traiter les taches pigmentaires cutanees, 
. notamment les taches de senescence, a traiter le vitiligo, les desordres cutanes 
s'accompagnant de dereglement de la differenciation des keratinocytes, tels que le 
psoriasis, a restaurer, preserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau, 

25 notamment la fonction de barriere hydrique, ainsi que la cohesion des cellules de 
repiderme ou encore a ameliorer la qualite des cheveux ; ou pour la preparation 
d'un milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture en masse 
de cellules de peau, en particulier de keratinocytes. 

Selon une caracteristique particuliere, Textrait precite est obtenu a 

30 partir de Simarouba amara (Aublet), Simarouba glauca, Simarouba versicolor ou 
Simarouba excelsa, notamment a partir des ecorces de troncs, de tiges ou de 
racines de ces plantes. 

Selon une autre caracteristique particuliere, Textrait precite est un 
extrait obtenu par extraction avec au moins un solvant polaire, tel que l'eau, un 

35 alcool, de preference un alcool infericur, tel que methanol ou cthanol, un glycol, en 
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particulier le propyleneglycol, ou un melange hydro-alcoolique en toute propor- 
tion. 

Selon une autre caracteristique particuliere, Textrait precite est present 
dans la composition a unc concentration comprise entre 0,001 et 5 % en poids, 
5 exprimee en extrait sec, par rapport au poids total de la composition, de preference 
entre 0,01 et 1 % et encore de preference entre 0,1 et 0,5 % en poids. 

Selon une autre caracteristique particuliere, la composition precitee 
contient, en outre, un agent actif choisi parmi le groupe constitue par l'acide 
kojique et ses*sels ou esters, l'acide cafeique et ses sels ou esters, Thydroquinone et 

10 ses derives, un extrait de murier, la tretinoine, la vitamine A ou ses derives ou 
esters, un carotenoide, notamment le beta-carotene, la vitamine C, un corticoide, 
le glutathion, la cysteine, l'acide parahydroxycinnamique ou ses sels ou esters, les 
sels, esters et derives des substances precitees etant choisis parmi ceux cosmeti- 
quement ou pharmaceutiquement acceptables, 

15 Selon encore une autre caracteristique particuliere, la composition 

precitee peut en outre contenir au moms un agent hydratant, tel que Tacide 
hyaluronique. 

Selon une autre caracteristique particuliere, Textrait de murier precite 
est present en une proportion en poids comprise entre 0,001 et 5 %, de preference 
20 entre 0,01 et 1 %, encore de preference entre 0,1 et 0,8 % en poids par rapport au 
poids total de la composition. 

Selon encore une autre caracteristique particuliere, l'acide kojique ou 
ses sels ou esters precites est present dans la composition a une proportion en poids 
comprise entre 0,001 et 5 %, encore de preference entre 0,01 et 2 %, en poids par 
25 rapport au poids total de la composition. 

Selon une autre caracteristique particuliere, Textrait precite de 
. Simarouba est au moins en partie incorpore dans des phases lamellaires lipidiques 
hydratees ou dans des liposomes, soit seul, soit combine a au moins une autre 
substance active presente dans la composition. 
30 La preparation des liposomes contenant au moins en partie Textrait de 

Simarouba precite peut etre realisee selon Tun des precedes connus pour incorporer 
des substances actives dans des liposomes. 

Selon un mode de realisation prefere, selon la presente invention, on 
utilise un procede d'atomisation des constituants de la phase lipidique, permettant 
35 d'obtenir une poudre lipidique facilemcnt dispersible dans une solution aqueuse 
pour former des liposomes par exemple selon le procede decrit dans le document 
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US-A-4 508 703. La suspension de liposomes ainsi obtenue peut etre homoge- 
neisee au moyen d'ultrasons, ou dans le cas d'une production de masse, au moyen 
d'une homogeneisation sous pression, conformement au procede decrit dans 
US-A-4 621 023. 

5 L'extrait de Simarouba precite peut etre incorpore soit dans la phase 

lipidique soit dans la phase aqueuse des liposomes en particuclier en utilisant les 
procedes precedemment decrits. Dans le cas de Incorporation dans la phase 
lipidique des liposomes, on peut proceder comme suit. On dissout l'extrait de 
Simarouba avec les constituants de la phase lipidique, avant l'atomisation, dans 
10 une solution organique contenant au moins un lipide amphiphile, tel que la leci- 
thine de soja, eventuellement un compose hydrophobe liphophile tel qu'un sterol, 
en particulier le cholesterol ou le (3-sitosteroI. De preference, le solvant est choisi 
parmi le dichloromethane, le chloroforme ou le methanol, ou Tun de leurs 
melanges. 

15 La solution organique peut avantageusement contenir un agent anti- 

oxydant tel que 1'a-tocopherol. 

La poudre lipidique obtenue est dispersee dans un milieu aqueux 
convenable, par exemple une solution tampon PBS, une solution de glucose ou une 
solution de chlorure de sodium. On obtient ainsi une suspension de liposomes. 

20 Selon un mode de realisation avantageux, et surtout dans le cas d'une 

composition de liposomes, apres avoir eventuellement homogeneise la composi- 
tion obtenue, les compositions de liposomes sont geiifiees par melange avec un 
gel, tel qu'un gel de polymere vinylique, en particulier commercialise sous la 
denomination commerciale Carbopol® 940. Cette procedure de gelification est 

25 egalement decrite dans US-A-4 508 703, en particulier dans les exemples. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, la concentra- 
tion de l'extrait de Simarouba precite est comprise entre 0,001 et 30% en poids, de 
preference entre 0,01 et 10% en poids, de la phase lipidique desdits liposomes. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention concerne aussi une 

30 composition cosmetique, ou pharmaceutique, notamment dermatologique, de 
preference a application topique, presentant notamment une activite 
depigmentante, ainsi qu'une activite favorisant la differenciation des keratinocytes, 
et destinee en particulier a traiter les taches pigmentaires cutanees, notamment des 
taches de senescence, a traiter le vitiligo, les desordres cutancs s'accompagnant de 

35 dereglement de la differenciation des keratinocytes, tcls que le psoriasis, a 
restaurer, preserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau, notamment la 
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fonction de barriere hydrique, en permettant ainsi notamment d'obtenir un effet 
hydratant en empechant la perte excessive d'eau par 1'epiderme, en permettant ainsi 
une utilisation notamment pour le traitement des peaux seches, quel que soit le 
degre de secheresse, y compris les peaux ichtyosiques, et les peaux psoriasiques, a 
5 ameliorer la qualite des cheveux, conduisant ainsi a un embellissement de la 
chevelure, caracterisee en ce qu f elle comprend une quantite cosmetiquement ou 
pharmaceutiquement, notamment dermatologiquement, efficace d'un extrait de 
Simarouba. 

D'autres caracteristiques particulieres de la composition cosmetique ou 
10 pharmaceutique, notamment dermatologique, apparaissent clairement a la partir de 
la description precedente concernant les diverses caracteristiques particulieres de 
Tutilisation et apparaissent egalement pour Thomme de I'art a partir de la 
description complete de l'invention, notamment illustree par les exemples qui voht 
suivre. 

15 Une composition selon l'invention precedemment decrite contenant un 

extrait de Simarouba, eventuellement sous forme au moins en partie incorporee 
dans des phases iamellaires lipidiques hydratees ou dans des liposomes, peut se 
presenter sous differentes formes utilisables en cosmetique ou en dermatologie. Par 
exemple, ces compositions peuvent etre des gels, des cremes, des laits ou des 

20 lotions. 

Ces compositions, appliquees sur les zones a traiter de la peau, ou du 
cuir chevelu, ont pour effet de reguler la differenciation des keratinocytes, en 
favorisant ainsi la formation et la restauration d'un epiderme de bonne qualite, 
notamment ail niveau de la couche cornee, de renforcer la fonction de barriere 

25 cutanee protectrice de 1'epiderme, en particulier de barriere hydrique, et d ! obtenir 
un embellissement de la chevelure, comme ceci a ete explique plus haut en ce qui 
concerne les effets et les avantages de cette differenciation. 

Ainsi, selon un mode de realisation particulier, la composition cosme- 
tique ou dermatologique selon ^invention presente un pouvoir hydratant, notam- 

30 ment en empechant une perte excessive d'eau dans Tepiderme, et peut etre destinee 
au traitement des peaux seches, notamment des peaux ichtyosiques. 

Selon un autre mode de realisation particulier, la composition cosme- 
tique ou dermatologique selon l'invention permet de restaurer la differenciation 
normale des keratinocytes lors de leur transformation en corneocytes, accom- 

35 pagnee de la perte du noyau et de la corncification cellulaire. Ainsi, cette composi- 
tion peut etre destinee au traitement des peaux psoriasiques. 
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Dans ce cadre, habitucllemcnt Textrait de Simarouba est incorpore dans 
un excipient cosmetiquement ou dermatologiquemcnt acceptable. Egalement, 
Textrait de Simarouba peut etre incorpore dans des phases iamellaires lipidiques 
hydratees ou des liposomes, comme cela a ete decrit pour le premier aspect pre- 
5 cedent. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention concerne encore un 
milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la culture de cellules de 
peau, en particulier de keratinocytes, permettant de favoriser, accelerer et ameliorer 
leur differenciation, caracterise en ce qu'il comprend une quantite efficace d'un 
10 extraitde Simarouba pour obtenir une telle differenciation. 

Selon un quatrieme aspect, Tinvention concerne encore un procede 
pour favoriser, accelerer ou ameliorer la differenciation des cellules de peau, en 
particulier des keratinocytes, notamment dans le cadre d'une culture en masse de 
cellules de peau, pour la production de peau artificielle ou pour la preparation de 
15 modeles de peau reconstitute, caracterise en ce que Ton utilise un milieu de culture 
tel que defini dans la description precedente, ou dans la description suivante prise 
dans son ensemble. 

Le procede selon Tinvention dit de differenciation cellulaire presente 
notamment un grand interet industriel. On citera par exemple : 
20 - la production de mediateurs biochimiques par traitement de culture 

en masse de keratinocytes dans des bioreacteurs ; 

- la preparation de peau artificielle en vue de realiser des greffes de 
peau, le procede de Tinvention etant particulierement avantageux dans le cas 
d'auto-greffes de grands brules, grace au gain de temps qu'il procure dans la 

25 preparation d'une peau artificielle. En particulier, Tacceleration et Tamelioration de 
la differenciation des keratinocytes se traduit par la formation plus rapide d'une 
couche cornee, de bonne qualite ; 

- la realisation de modeles de peau comprenant de la peau reconsti- 
tute, destinee par exemple a evaluer la penetration cutanee ou la toxicite d'une 

30 substance ou composition appliquee par voie topique, lorsqu'elle est destinee en . 
particulier . a un traitement local bu a un traitement systemique (transderme), 
notamment . 

Selon une variante de realisation particuliere, ce procede de culture 
comprendra generalement la preparation d'un milieu de culture pour la croissance 
35 de keratinocytes humains comprenant un milieu de base nutritif DMEM (Gibco®), 
un facteur de croissance epidermique ("EGF"), 10% de serum de veau foetal, de 
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Isoproterenol et/ou de la forskoline, ainsi que de Fludrocortisone. Dans le cadre 
de Tinvention, ce milieu comprend aussi un extrait de Simarouba tel que decrit 
dans la description precedente ou suivante, generalement a une concentration de 
0,01 a 0,5% en poids. 

5 Dans ce procede, on realise une culture en masse de cellules de peau en 

inoculanf des keratinocytes afin de les immobiiiser sur des supports tcls que fibres 
creuses, des microbilles, ou des matrices microporcuses et cela a 1'aide du milieu 
de culture ci-dessus. On peut assurer une perfusion du milieu afin d'avoir un 
apport suffisant a la croissance et la differentiation meme lorsque la biomasse est 
10 importante. 

Le milieu de culture selon Tinvention peut avantageusement etre utilise 
pour la culture en masse de cellules de peau, en particulier de keratinocytes, pour 
la production de peau artificielle ou pour la preparation de modeles de peau 
reconstitute. 

15 Selon un cinquieme aspect la presente invention couvre encore un 

procede de traitement cosmetique ou dermatologique des phenomenes d'hyper- 
pigmentation cutanes, comprenant en particulier les taches de senescence et autres 
taches pigmentaires cutanees, caracterise en ce qu'on applique, au moins sur les 
taches pigmentaires cutanees a traiter, une quantite efficace d'un extrait de 

20 Simarouba pour obtenir leur attenuation. Avantageusement, cet extrait est obtenu a 
partir de la plante de Simarouba amara Aubl, notamment a partir des ecorces. Des 
extraits particuliers ont ete decrits dans la description precedente. 

Selon un autre mode de realisation, la presente invention concerne 
encore un procede de traitement cosmetique ou dermatologique du vitiligo, carac- 

25 terise en ce qu'on applique, au moins sur les zones pigmentees de la peau avoisi- 
naht celles depigmentees par le vitiligo, une quantite efficace d'un extrait de 
Simarouba pour obtenir Tattenuation de la pigmentation desdites zones 
pigmentees, en attenuant ainsi le contraste entre les zones pigmentees atteintes par 
le vitiligo et leur entourage, ce qui ameliore l'aspect esthetique du sujet; 

30 De preference, dans les differents aspects precedents de Tinvention, la 

concentration en poids d'extrait de Simarouba dans la composition cosmetique ou 
dermatologique finale, est comprise entre 0,001 et 5%, de preference encore entre 
0,01 et 1% par rapport au poids total de la composition. 

Dans le cas de Tutilisation dans un milieu de culture, selon une variante 

35 de realisation particuliere, on peut utiliser dc 0,01 a 0,5% en poids d'extrait de 
Simarouba, par rapport au poids total du milieu de culture final. 
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D'autre part, selon un mode dc realisation particulierement avantageux, 
on peut introduire dans la composition cosmetique ou dermatologique un principe 
actif complementaire, en particulier un agent hydratant tel que 1'acide hyaluro- 
nique. 

5 D'autre part, dans le cadre de 1'invention, lorsque la composition est 

une composition cosmetique, l'extrait de Simarouba precite peut etre avantageuse- 
ment incorpore dans un excipient cosmetiquement acceptable. 

De meme, lorsque cette composition est une composition pharmaceu- 
tique, notamriient dermatologique, l'extrait de Simarouba precite peut etre 
10 incorpore dans un excipient pharmaceutiquement, notamment dermatologique- 
ment, acceptable. 

De tels excipients sont bien connus a l'homme de l'art et resultent 
egalement de la description de plusieurs exemples de compositions qui va suivre. 

Suivant une variante particuliere, I'excipient de la composition cosme- 

15 tique, ou celui de la composition pharmaceutique, est au moins en partie constitue 
de particules solides de tres petite dimension, en particulier de 1'ordre de 0,05 //m a 
100 /um, et l'extrait de Simarouba, en tant que substance active, est distribue, au 
moins en partie, a la surface desdites particules, comme decrit dans la demande de 
brevet franqais FR-A-2 685 635. 

20 Ainsi, d'autres buts, caracteristiques et avantages de 1'invention appa- 

raitront clairement a la lumiere de la description explicative ci-apres faite en 
reference a plusieurs exemples illustratifs de 1'invention qui ne sauraient done en 
aucune fa$on limiter la portee de Tinvention. Dans la presente description, incluant 
les exemples, les pourcentages sont donnes en poids sauf indication contraire. 

25 

Exemple 1 de 1'invention 
Extrait aqueux d'ecorce de Simarouba 

A partir d'un extrait d'ecorce de racines de Tarbre Simarouba amara 
Aubl. en provenance de Guyane, on realise une extraction avec de I'eau par 
30 extraction de type Soxhlet, e'est-a-dire au reflux pendant plusieurs heures. Le 
rapport solvant-ecorce est en general de 10-1 en poids. 

Apres extraction, generalement on concentre cet extrait en vue d'une 
utlisation cosmetique ou pharmaceutique. L'extrait concentre est denomme produit 
II. 
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Naturellement, comme cela est bien comprehensible a 1'homme de Tart, 
on peut poursuivre Telimination du solvant, ici Teau, jusqu'a obtention d'un extrait 
sec, par evaporation sous pression reduite ou par lyophilisation. 

5 Exemple 2 de Tinvention 

Extrait methanolique d'ecorce de racines de Simarouba 

A partir de 100 g d'ecorce de racines de l'arbre Simarouba amara 
(Aubl.) en provenance de Guyane, on realise une extraction avec 1 1 de methanol 
selon la methode dite de Soxhlet, pendant plusieurs heures a reflux. 
10 Apres extraction, Textrait methanolique est concentre jusqu'a obtention 

d'un produit contenant tres peu de methanol denomme produit 12. 

Exemple 3 

Mise en evidence de l'activite depigmentante des extraits selon Tinvention 
15 L'activite depigmentante des extraits selon Tinvention est determined 

differentes concentrations non cytotoxiques sur des cultures de melanocytes de la 
lignee Cloudman S91 provenant de ATCC et portant la reference CCL 53.1 
clone M-3. Chaque concentration d'extrait est testee sur trois boites de culture. Les 
boites de culture sont preparees en introduisant 200 000 cellules S91 par boite dans 
20 un milieu de culture constitue de milieu EMEM complet contenant 2 % v/v de 
serum de veau foetal et 0,08 //g/ml de mitomycine C. 

Apres 24 h d ! incubation a 37*C sous atmosphere humide, le milieu est 
renouvele par un milieu identique contenant les produits a tester mais maintenant 
sans mitomycine C. 

25 5 jours d'incubation apres le renouvellement du milieu, ies melano- 

cytes sont comptes avec un appareil de comptage tel que le "Counter Coulter®" et 
le contenu en melanine des cellules est determine en mesurant Tabsorbance a 
405 nm puis en transformant cette valeur en quantite de melanine au moyen d'une 
courbe etalon etablie avec de la melanine synthetique en provenance de la spciete 

30 SIGMA qui etablit une relation lineaire entre des quantites connues de melanine et 
Tabsorbance a 405 nm. La. quantite de melanine est alors ramenee a 10^ melano- 
cytes. 

Parallelement, une culture temoin de melanocytes a ete realisee dans 
trois boites, avec la meme lignee cellulaire et dans les memes conditions de cul- 
35 ture, si ce n'est que le milieu de renouvellement introduit 24 h apres Tincubation ne 
contient aucun produit a tester selon Tinvention. 
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Les resultats obtenus en calculant pour chaque concentration d'extrait 
la moyenne sur les trois boites uti Usees, sont repertories aux tableaux I et II pour 
chacun des produits II et 12 des exemples 1 et 2. 

La significativite des resultats est determinee par le test statistique t de 
5 Student avec un seuil de 0,05, qui compare les cultures traitees avec les produits, 
aux cultures temoins, non traitees. 



TABLEAU I 



10 



Produit 11 




Melanine 


Activite 


t 


microgramme/m 1 


Nombre de cellules x 10 3 


fig/10^ cellules 


A 




0,5 


222 + 19 


17 ±1 


+63% 


S 


0,25 


238±3 


27 ±3 


+41 % 


S 


0,1 


234 + 14 


28±4 


+39% 


S 


Temoin 


236 ±30 


46 + 2 


0 




TABLEAU II 


Produit 12 




Melanine 


Activite 


t 


m i crogram m e/m 1 


Nombre de cellules x 10 3 


ywg/10 6 cellules 


A 




0,5 


214 + 4 


29±2 


+36% 


S 


0,25 


247 + 16 


30 + 1 


+34% 


S 


0,1 


244 ±5 


33±2 


+28% 


S 


Temoin 


236 + 30 


46 ± 2 


0 





S = significatif. 



15 L'activite depigmentante A est calculee comme suit : 

T-P 
A = —j- x 100 

dans laquelle 

20 T = teneur en melanine en microgramme pour 10^ cellules de Techantillon temoin 
et 

P = teneur en melanine en microgramme pour 10^ cellules du produit teste II, ou- 
12. 
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II apparait, a partir du tableau I, que le produit II produit une activite 
depigmentante d'au moins 39 % par rapport au temoin, mcme a la tres faible dose 
de 0,1 //g/ml, cette activite augmentant jusqu'a 63 % pour une dose de 0,5 #g/ml. 

D'autre part, a partir du tableau II, on constate egalement que le produit 
5 12 procure une activite depigmentante d'au moins 28 % a la faible dose de 
0,1 jug/ml, cette activite augmentant jusqu'a 36 % pour la dose de 0,5yUg/ml. Ainsi, 
les produits II et 12 presentent une activite depigmentante importante. 

Par ailleurs, Tactivite des produits II et 12 est significative des la 
premiere dose testee de 0,1 /xg/ml. 

10 

Exemple 4 

Test d'activite d'extrait de Simarouba sur la diffcrenciation des keratinocytes 

Pour la presente etude, on utilise un prelevement de peau effectue lors 
d'une operation de chirurgie esthetique de type "lifting" sur le visage d'une femme 
15 de 61 ans. 

Au jour J=-2, on ensemence 12 puits d'une plaque de culture multi- 
puits avec 10^ cellules par puits de keratinocytes isoles a partir de ce prelevement 
dans un milieu de culture classique pour la culture des keratinocytes, bien connu 
de Thomme de Part. Avantageusement,.ce milieu de culture peut etre constitue par 

20 un milieu. M199 additionne de 2 mM de L-glutamine, de 10% de serum de veau 
foetal, de toxine cholerique, d'hydrocortisone, ainsi que du facteur de croissance 
epidermique EGF. 

Aux jours J=0, J=4, J=7 et J=10, le milieu de culture est renouvele par 
un milieu identique sur 6 des 12 puits qui constituent des puits temoins non traites, 

25 et, sur les 6 puits restants, constituant les puits traites on renouvele avec un milieu 
identique, mais dans lequel on a dissous 25^g/ml d'extrait de Simarouba tel 
qu'obtenu a Texemple 1, et sur lesquels on realise une filtration sterilisante sur 
filtre, par exemple a 0,22 //m. 

Au jour J=12, on realise une numeration cellulaire ainsi qu'une 

30 inclusion des cellules en resine epoxy apres fixation et marquage des structures 
cellulaires a l'acetate d'uranyle. 

On realise une coupe de chacun des blocs de resine ainsi obtenus sous 
forme de coupe ultrafine, par exemple a l'aide d'un dispositif connu sous le nom de 
Microtome, et on observe celle-ci au microscope electronique a transmission. 

35 On a ensuite observe chacune des 6 coupes de la culture temoin, d'une 

part, et des 6 coupes de la culture traitce par l'extrait de Simarouba, d'autre part. 
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On a pu observer que les cellules traitees avec l'extrait de Simarouba 
selon l'invention, par exemple l'extrait obtenu a I'exemple 1, presentent une 
differenciation cellulaire nettement superieure au temoin, a savoir : 

- plus de 10 couches cellulaires alors que le temoin presente 5 couches 
5 cellulaires en moyenne et au maximum 8 ; 

- 3 a 4 couches intermediates composees de keratinocytes ayant une 
abondante activite cytoplasmique, des desmosomes et des tonofilaments nombreux 
et reguliers, tandis que la culture temoin presente des cellules n'ayant pas ces 
caracteristiques, et possede une architecture non reguliere ; 

10 - les couches superieures presentent une cornification reguliere avec 

plusieurs couches de corneocytes presentant une enveloppe cornee epaisse et 
remplie de tonofilaments, tandis que les couches superieures des temoins 
possedent peu de corneocytes et presentent done une corneification tres incom- 
plete, une absence de grains de keratohyaline, la presence de restes d'organeiles 
15 . cellulaires, preuves d'une mauvaise differenciation. 

Ces resultats nettement superieurs sur la differenciation cellulaire 
obtenue avec l'extrait de Simarouba selon l'invention permet d'envisager 1'applica- 
. tion des extraits de Simarouba a la preparation de composition cosmetique ou 
pharmaceutique, notamment dermatologique, en particulier suivante : 
20 - des compositions favorisant la formation d'un epiderme. bien diffe- 

. rencie done donnant une peau "belle" ayant un grain et un toucher agreables ; 

- des compositions luttant contre les troubles de la differenciation 
epidermique, survenant notamment au cours du vieillissement ; 

- des compositions renforgant la barriere cutanee done protegeant des 
25 agressions externes, par exemple par des allergenes ou des tensioactifs, d'une part, 

et limitant la perte excessive d'eau par repiderme, d'autre part ; 

- des compositions permettant d'ameliorer la qualite de la chevelure 
notamment par une amelioration de la qualite de la keratine de la tige pilaire du 
cheveu provenant de l'activite des keratinocytes des foliicules qui se differencient 

30 depuis la base du poil. t 

Egalemcnt, on peut envisager Tapplication de ces extraits a la prepa- 
ration de milieux de cultures cellulaires, en particulier destines a la culture en 
masse de keratinocytes, ou de compositions destinecs a traiter des cultures de 
keratinocytes pour favoriser la vitesse et/ou la qualite de l'architecture de ces 

35 cultures lorsqu'elles sont, en particulier, destinces a fabriquer des peaux 
artificielles, dites equivalcntes pour greffes, en particulier sur des brules, ou bien 
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pour la preparation de modeles destines a cvaluer la toxicite ou la penetration 
cutanee de diverses substances testees. 

On donne ci-aprcs divers excmples de compositions cosmctiques ou 
pharmaceutiques, notamment dermatologiques selon 1'invention, utilisant un 
5 extrait de Simarouba. 

Exemple 5 

Composition cosmetique ou dermatologique depigmentante sous forme de g el 
t 

10 - extrait aqueux lyophilise d'ecorce de Simarouba ainara de l'exemple 1....0,3 g 

- propyleneglycol 4 g 

- ethanol 3 g 

- gel de Carbopol 940® a 2 % + conservateur q.s.p. 100 g 

15 Ce gel est utilise en application locale 2 fois par jour pendant 

6 semaines sur les zones de la peau a depigmented 

Exemple 6 

Composition cosmetique ou dermatologique contenant un extrait de Simarouba en 

20 liposomes, sous forme de g el 

On prend 0,3 g de produit 12 de l'exemple 2 que Ton dissout dans 50 ml 
d f un melange dichloromethane-methanol 8-2 (v/v) auquel on ajoute 9g de led- 
thine de soja et 1 g de cholesterol. 

La solution obtenue peut etre traitee pour obtenir une suspension de 

25 liposomes par le procede d'evaporation en recipient rotatif bien connu qui consiste 
a deposer une couche lipidique dans le ballon de Tevaporateur rotatif par evapora- 
tion du solvant, puis ajouter de Teau ou une solution aqueuse appropriee contenant 
des conservateurs, bien connus a I'homme de I 'art, pour obtenir 100 g de suspen- 
sion aqueuse de liposomes. 

30 Cette suspension peut etre homogeneisee au moyen d'ultrasons a la 

puissance de 150 W pendant 10 min a 4*C. 

La suspension de liposome homogeneisee obtenue est ensuite gelifiee 
par addition d'un poids equivalent de gel de Carbopol 940® a 2 %, neutralise par la 
triethanolamine. 
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On obtient ainsi une composition gelifice contenant 0,15 % en poids de 
produit 12 incorporee au moins en partie dans la bicouche lipidique des liposomes, 
par rapport au poids total de la composition. 

Cette composition peut etfe appliquee localement par exemple 1 fois 
5 par jour pendant 4 semaines, en vue d'attenuer les taches de senescence. 

Exemple 7 

Gel depigmentant 
10 - extrait aqueux d'ecorce de racines de Simarouba amara (Aubl.) 



selon I'exemple 1 0,2 

- extrait de murier 0,5 

- acide ascorbique 0,6 

- Carbopol 940® 2,0 

15 - eau + conservateurs. q.s.p. 100 g 



Ce gel est utilise en applications locales sur les taches. 

Exemple 8 

20 Creme blanchissante destinee a eclaircir la peau 

- extrait methanolique d'ecorce de racines de Simarouba amara (Aubl.) 



selon I'exemple 2 ; 0,3 

- Heliocarotte®....... 2 

25 - huile minerale 4,0 

- acide kojique 0,5 

- glyceryl stearate 4,0 

- PEG 30 glyceryl stearate 3 

- eau + conservateur...:. ...q.s.p. 100 g 

30 



HELIOCAROTTE® se prescnte sous forme d'une huile titree a 0,05 % 
en f3~carotene. Elle est disponible commercial ement aupres de la societe BERTIN, 
Courbevoie - France. 

Cette creme est utilisee en applications locales, deux fois par jour par 
35 cures de quatre semaines. 
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Excmole 9 

Gel dermatologiauc depigmcntant 

- extrait cthanolique d'ecorce de racines de 

Simarouba amara (Aubl.) 0,45 

- acide retinoi'que . 0>01 

- aicool.... 30,0 

- Carbopol 940® 2,5 

- eau + conservateur et antioxydant q.s.p. 100 g 



Les cxtraits ethanoliques precites ont ete obtenus selon le procede 
decrit a Texemple 2, si ce n'est que Von a remplace le methanol par de l'ethanol. 

Ce gel est utilise en application sur les zones foncees, deux fois par 
jour, pendant trois semaines. 
15 Exemple 10 

Lait eclaircissant la peau 

- extrait aqueux d ! ecorce de racines de Simarouba amara (Aubl.) 
selon Texemple 1 ...» 1,5 

20 - hydroquinone , 1,5 

- Heliocarotte® 2 

- huile de germes de ble 3 

- linoleate de tocopherol 0,5 

- glycerine , 2 

25 -Carbopol 0,5 

- glyceryl stearate 2,0 

- PEG 30 glyceryl stearate 3,0 

- parfums + solubilisant 0,15 

- eau + conservateur q.s.p. 100 g 



Ce lait est utilise en application aprcs la douche sur les parties du corps 
a traiter, une fois par jour par cures de deux a trois semaines. 



35 
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Exemple 11 

Composition dcrmatologique pour la restauration de la barriere hvdrique de l'epi- 
dermc 



5 - extrait aqueux Simarouba de l'exemplc 1 0,5 g 

- Cremophor RH 40® lg 

-Carbomer980® 0,2 g 

- triethanolamine : 0,18 g 

- PEG 6-30 de stearate 7 g 

10 - Cetyl alcool 2 g 

- huiles vegetales 25 g 

- excipient aqueux parfume q.s.p. 100 g 



On melange les composants de maniere classique pour obtenir une 
15 emulsion traitante appliquee matin et soir en massant legerement les zones a 
traiter. Cette emulsion s'utilise comme creme de jour et/ou de nuit. 

Exemple \2 

Composition dermatologique pour le traitement de peaux psoriasiques 

20 

- extrait methanolique de Simarouba de 1'excmple 2 0,3 g 

- gel de Carbopol 980® a 2% ; 35 g 

- excipient aqueux parfume q.s.p 100 g 

25 - On introduit l'extrait de Simarouba dans 1'excipient aqueux pour le 

disperser, puis on ajoute le gel de Carbopol de maniere a obtenir une composition 
gelifiee que Ton applique localement sur les lesions pendant 6 semaines. 

Exemole 13 

30 Composition cosmetique pour maintenif un ctat d'hvdratation satisfaisant de 
repiderme 



- extrait methanolique de Simarouba de Pcxemple 2 0,18 g 

- a-bisabolol 0,1 g 

35 - acide hyaluronique 1 g 

- uree 3 g 
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- excipient cosmetiquement acceptable 

sous forme d'un lait pour le corps.. q.s.p 100 g 

Appliquer le lait sur les zones a traiter, en particulier sur les jambes 
5 apres l^pilation. Cette composition peimet en particulier de renforcer la fonction 
* de barriere hydrique cutanee de 1'epiderme par Amelioration de la cohesion inter- 
cellulaire epidermique. Elle permet ainsi a la peau de conserver un etat d'hydrata- 
tion satisfaisant. 

10 Exemple 14 

Composition cosmetique liposomale pour reequilihrer la desquamation de la 
couche cornee de repiderme. et redonner un epiderme lisse 

- extrait methanolique de Simarouba de 1'exemple 2 
15 - lecithine de soja.... .... 

- (3-sitosterol 

- emulsion creme cosmetique a base de squalane 
de type huile-dans-eau, q.s.p 

20 Dans une premiere etape, on prepare une suspension aqueuse de 

liposomes encapsulant l'extrait methanolique de Simarouba de 1'exemple 2 dans la 
phase lipidique desdits liposomes. Pour cela, on procede de la maniere suivante. 

On dissout 0,1 g de l'extrait methanolique de Simarouba de Pexemple 
2, 2 g de lecithine de soja et 0,2 g de ^-sitosterol dans 50 ml d'un melange 4:1 de 

25 dichloromethane et de methanol. Cette solution est evaporee sous pression reduite 
(200 mm de mercure environ) dans un ballon rotatif porte a 45*C. Le film lipidique 
obtenu est repris par 25 ml d'une solution aqueuse de phosphate monopotassique a 
0,2 g/1 et de phosphate disodique a 1,44 g/1, sous agitation pendant 1 h. 

On obtient ainsi environ 25 ml d'une suspension de liposomes encap- 

30 sulant l'extrait de Simarouba que Ton soumet ensuite a une homogeneisation aux 
ultrasons (15 mn, 150 W, 4 # C). 

Dans une deuxieme etape, on incorpore dc maniere classique la 
suspension de liposomes obtenue a 1'excipicnt emulsionne, pour obtenir la creme 
selon Tinvention. 



0,1 g 

2g 
0,2 g 

100 g 
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On peut appliquer quotidiennement la creme sur le visage en cas de 
peau rugueuse se desquamant par ecailles. 

Cette composition rcnforce la cohesion de la couche comee et regula- 
rise le detachement des cellules mortcs. 

5 

Exemple 15 

Composition cosmetique contenant un extrait de Simarouba. destinee au traitement 

preventif des peaux seches 
i 

10 - extrait methanolique de Simarouba obtenu a 1'exemple 2.. 0,5 g 

- excipient emulsion creme de type huile-dans-eau, q.s.p... 100 g 

On incorpore de maniere classique i'extrait methanolique de 
Simarouba de I'exemple 2 dans l'excipient emulsion creme, pour obtenir la creme 
15 selon I'invention. 

On peut appliquer quotidiennement la creme sur les parties du corps 
que Ton souhaite traiter. 

Exemple 16 

20 Composition cosmetique contenant un extrait de Simarouba destine au traitement 
des peaux ichtvosiques 

- glycerol : 3 g 

- acide hyaluronique 1 g 

25 - extrait aqueux de Simarouba de Texemple 1 0,2 g 

- excipient emulsion creme de type huile-dans-eau, q.s.p. lOOg 

On incorpore de maniere classique I'extrait aqueux de Simarouba 
obtenu a 1'exemple 1 ainsi que le glycerol et l'acide hyaluronique, a Texcipient 
30 emulsion creme pour obtenir la creme selon l'invention. 

On applique quotidiennement cette creme sur les zones souhaitees de 
la peau, jusqu'a obtention d'une peau beaucoup plus lisse grace a un renouvelle- 
ment regulier de la couche cornce. 



35 
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Exemple 17 

Preparation d'un milieu dc culture ct son utilisation pour la culture en masse de 
cellules de peau 

Pour la preparation de ce milieu de culture ainsi que pour son utilisa- 
5 tion pour la culture en masse de cellules de peau, 1'homme de Tart pourra se 
reporter notamment a I'article de Philip C Familletti et al. dans Biotechnology, 
vol. 6, janvier 1988, pages 41 a 44 ainsi qu'aux references citees dans cet article, en 
particulier Arathoon et al. dans la revue Science (1986), 222, page 1390 et sui- 
vantes ; I'article de Ku, K. et al. dans la revue Biotechnology, Bioeng. (1980), 23, 

10 pages 79 et suivantes. 

Ainsi, on prepare un milieu de culture optimal pour la croissance de 
keratinocytes humains comprenant un milieu de base nutritif DMEM (Gibco®), du 
facteur de croissance EGF, 10 % de serum de veau foetal, de Isoproterenol et/ou 
de la forskoline, ainsi que de l'hydrocortisone. 

15 Ce milieu comprendra un extrait de Simarouba selon l'invention, de 

preference a la concentration de 0,01 a 0,5 % en poids d ! extrait de Simarouba par 
rapport au poids total du milieu de culture final. 

On realise une culture a base de cellules de peau en inoculant des 
keratinocytes afin de les immobiliser sur des supports tels que fibres creuses, des 

20 microbilles, ou des matrices microporeuses et cela a 1'aide du milieu de culture 
decrit precedemment. Une perfusion en milieu dans un systeme a perfusion du type 
de celui-ci decrit par Sylvie GUICHARD-BALESTRINI dans la revue Biofutur, 
supplement n*56, avril 1987, pages 2 a 14, sera assuree afin d ! avoir un apport 
suffisant a la croissance et a la differenciation meme lorsque la biomasse est 

25 importante. 

En fin de culture, on recupere les substances secretees par les 
keratinocytes, contenant principalement des lipides, sources de matiere premiere 
pour la formulation de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques a appli- 
cation topique sur l'epiderme ou le cuir chevelu. 

30 Grace au produit de l'invention, il est possible de traiter des cultures de 

peau reconstitutes, en particulier des cultures de keratinocytes ou d'autres cellules 
epidermiques cultivees sur un support appropric, tel qu'un support collagenique 
(contenant ou non des fibroblastes), par exemple decrit dans le document La 
Recherche, (1987), n*185. pages 149-159 ct dans Br. J. Dermatol. (1986), 114 . 

35 pages 91-101, ou un support constituc par du dcrme excise. 
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Grace a ('utilisation de la composition selon l'invention, on obtiendra 
une epidermisation plus rapide et plus complete. Ceci permettra dans des delais 
plus courts de fournir aux medecins de la peau reconstituee, une sorte de 
pansement biologique pour les autogreffes, par exemple dans le cas de brulures 
5 etendues. L'invention permettra egalement de realiser de fa$on industrielle et 
concurrentielle des peaux reconstituees de bonne qualite pour realiser des tests de 
penetration ou de tolerance. 

L'invention comprend naturellement tous les moyens constituants des 
equivalents techniques des moyens decrits ainsi que lcurs diverses combinaisons. 
10 L'invention couvre egalement toute caracteristique qui apparait etre 

houvelle vis-a-vis d'un etat de la technique quelconque, a partir de la presente 
description prise dans son ensemble. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un extrait de Simarouba pour la fabrication d'une 
composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, 
5 presentant notamment une activite depigmentante ainsi qu'une activite favorisant 
la differentiation des keratinocytes, et destinee en particulier a traiter les taches 
pigmentaires cutanees, notamment les taches de senescence, a traiter le vitiligo, les 
desordres cutanes s'accompagnant de dereglement de la differentiation des 
keratinocytes, ttels que le psoriasis ; a restaurcr, preserver et/ou renforcer la 
10 fonction protectrice de la peau, notamment la fonction de barriere.hydrique, ainsi 
que la cohesion des cellules de 1'epiderme ou encore a ameliorer la qualite des 
cheveux ; ou pour la preparation d'un milieu de culture dc cellules ou de tissus, 
notamment pour la culture en masse de cellules de peau, en particulier de 
keratinocytes. 

15 2. Utilisation selon la revindication 1, caracterisee en ce que Textrait 

precite est obtenu a partir de Simarouba amara (Aublet), Simarouba glauca, 
Simarouba versicolor ou Simarouba excelsa, notamment a partir des ecorces de 
troncs, de tiges ou de ratines de ces plantes. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
20 Textrait precite est un extrait obtenu par extraction avec au moins un solvant 

polaire, tel que l'eau, un alcool, de preference un alcool inferieur, tel que methanol 
ou ethanol, un glycol, en particulier le propyleneglycol, ou un melange hydro- 
alcoolique en toute proportion. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
25 que Textrait precite est present dans la composition a une concentration comprise 

entre 0,001 et 5 % en poids, exprimee en extrait sec, par rapport au poids total de la 
composition, de preference entre 0,01 et 1 % et encore de preference entre 0,1 et 
0,5 % en poids. 

5. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 
30 en ce que. la composition precitce contient, en outre, un agent actif choisi parmi le 

groupe constitue par Tacide kojique et ses sels ou esters, Tacide cafeique et ses sels 
ou esters, l'hydroquinone et ses derives, un extrait de murier, la tretino'fne, la vita- 
mine A ou ses derives ou esters, un carotenoide, notamment le beta-carotene, la 
vitamine C, un corticoide, le glutathion, la cysteine, Tacide 
35 parahydroxycinnamique ou ses sels ou esters, les sels, esters et derives des 



WO 94/13260 




PCT/FR93/01225 



substances precitees etant choisis parmi ceux cosmetiquement ou phar- 
maceutiquement acceptables. 

6. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que la composition precitce peut en outre contenir au moins un agent 

5 hydratant, tel que l'acide hyaluronique. 

7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce que 
Textrait de murief precite est present en une proportion en poids comprise entre 
0,001 et 5 %, de preference entre 0,01 et 1 % t encore de preference entre 0,1 et 
0,8 % en poids par rapport au poids total de la composition. 

10 8. Utilisation selon la revendication 5 ou. 6, caracterisee en ce que 

l'acide kojique ou ses sels ou esters precites est present dans la composition a une 
proportion en poids comprise entre 0,001 et 5 %,. encore de preference entre 0,01 et 
2 %, en poids par rapport au poids total de la composition. 

. 9. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 

15 en ce que Textrait precite de Simarouba est au moins en partie incorpore dans des 
phases lamellaires lipidiques hydratees ou dans des liposomes, soit seul, soit 
combine a au moins une autre substance active prcsente dans la composition. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que la 
concentration de Textrait de Simarouba precite est comprise entre 0,001 et 30% en 

20 poids, de preference entre 0,01 et 10% en poids, de la phase lipidique desdits 
liposomes. 

11. Composition cosmetique, ou pharmaceutique, notamment derma- 
tologique, de preference a application topique, presentant notamment une activite 
depigmentante, ainsi qu'une activite favorisant la differenciation des keratinocytes, 

25 et destinee en particulier a traiter les taches pigmentaires cutanees, notamment des 
taches de senescence, a traiter le vitiligo, les desordres cutanes s'accompagnant de 
dereglement de la differenciation des keratinocytes, tels que le psoriasis, a 
restaurer, preserver et/ou renforcer la fonction protectrice de la peau, notamment la 
fonction de barriere hydrique, en permettant ainsi notamment d ! obtenir un effet 

30 hydratant en empechant la perte excessive d'eau par Tepiderme, en permettant ainsi 
une utilisation notamment pour lc traitcment des peaux seches, quel que soit le 
degre de secheresse, y compris les peaux ichtyosiques, et les peaux psoriasiques, a 
ameliorer la qualite des chevcux, conduisant ainsi a un embellissant de la 
chevelure, caracterisee en ce qu'cllc comprend une quantite cosmetiquement ou 

35 pharmaceutiquement, notamment dcrmatologiquement, efficace d'un extrait de 
Simarouba. 
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12. Composition cosmetique selon la revendication 11, caracterisee en 
ce que l'excipient est au moins en partie constitue de particules solides de tres 
petite dimension, en particulier de l'ordrc de 0,05 ^m a 100 /zm, et que l'extrait de 
Simarouba, en tant que substance active, est distribue, au moins en partie, a la 

5 surface desdites particules. 

13. Composition selon la revendication 11 ou 12, caracterisee en ce 
que la composition est telle que dcfinie a Tune quclconque des revindications 2 a 
9. 

14. Milieu de culture de cellules ou de tissus, notamment pour la 
10 culture de cellules de peau, en particulier de keratinocytes, permettant de favoriser, 

d'accelerer et d'ameliorer leur differenciation, caracterise en ce qu'il comprend une 
quantite efficace d'un extrait de Simarouba pour obtenir une telle differenciation. 

15. Milieu de culture selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il 
comprend de 0,01 a 0,5% en poids d'extrait de Simarouba par rapport au poids total 

15 du milieu de culture final. 

16. Milieu de culture selon la revendication 14 ou 15, caracterise en ce 
qu ! il est utilise pour la culture en masse de cellules de peau, en particulier de 
keratinocytes, pour la production de peau artificielle ou pour la preparation de 
modeles de peau reconstitute. 

20 17. Procede pour favoriser, accelerer ou ameliorer la differenciation 

des cellules de peau, en particulier des keratinocytes, notamment dans le cadre 
d'une culture en masse de cellules de peau, pour la production de peau artificielle 
ou pour la preparation de modeles de peau reconstitute, caracterise en ce qu'on 
utilise un milieu de culture tel que defini dans Tune des re v en di cat ions 14 a 16. 

25 18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'on prepare 

un milieu de culture pour la croissance de keratinocytes humains comprenant un 
milieu de base nutritif DMEM, un facteur de croissance epidermique EGF, 10% de 
serum de veau foetal, de Isoproterenol et/ou de la forskoline, ainsi que de Hydro- 
cortisone. 

30 19. Procede de culture selon la revendication 17 ou 18, caracterise en 

ce qu'on realise une culture en masse de cellules de peau en inoculant des kerati- 
nocytes afin de les immobiliser sur des supports tels que fibres creuses, des 
microbilles, ou des matrices microporeuses, eventuellerrient en assurant une 
perfusion du milieu afin d'avoir un apport suffisant a la croissance et la differen- 

35 ciation mcme lorsque la biomasse est importantc. 
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25 



20. Procede de traitcmcnt cosmetique des phenomenes d'hyper- 
pigmentation cutanee, comprenant en particulicr les taches de senescence et autres 
taches pigmentaires cutanees, caractcrise en ce qu f on applique, au moins sur les 
taches pigmentaires cutanees a traiter, une quantite cfficace d'un extrait de 

5 Simarouba pour obtenir leur attenuation, cet extrait etant avantageusement obtenu 
a partir de la plante de Simarouba citee a la revendication 2, notamment a partir 
des ecorces. 

21. Procede de traitement cosmetique du vitiligo, caracterise en ce 
qu'on applique au moins sur les zones pigmentees de la peau avoisinant celles 

10 depigmentees par le vitiligo, une quantite cfficace d'un extrait de Simarouba pour 
obtenir ['attenuation de la pigmentation desdites zones pigmentees, cet extrait de 
Simarouba etant avantageusement obtenu a partir de la plante telle que definie a la 
revendication 2, notamment a partir des ecorces. 



